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(§) Mutationsanalyse mittels Massenspektrometrie 

(§) Die Erfindung betrifft ein Verfahren einer massenspek- 
trometrischen Untersuchung des durch Polymerase-Ket- 
tenreaktion (PCR) vervielfaltigten Genmaterials Desoxyri- 
bonukfeinsaure (ON A) auf das Auftreten von bekannten 
Mutationen mit Hilfe einer lonisierung durch matrixunter- 
stutzte Laserdesorption (MALDI). Die Erfindung betrifft 
die Verwendung eines besonderen Satzes modifizierter 
Nukleosidtriphosphate fur das an sich bekannte Verfah- 
ren der beschrankten Primerverlangerung in einer kopie- 
renden, enzymatischen Reaktion und gegebenenfalls die 
Verwendung ebenfalls modifizierter Primer, so daft die 
entstehenden DNA-Produkte selektiv, adduktfrei und so 
bevorzugt ionisiert werden, daft sie von anderen Beimen- 
gungen der Reaktionslosung leicht unterschieden werden 
konnen. Das Verfahren eignet sich besonders fur den 
. gleichzeitigen Nachweis mehrerer Mutationen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren einer massenspektrometrischen Untersuchung des durch Polymerase- Kettenreak- 
tion (PCR) vervielfaltigten Genmaterials Desoxyribonukleinsaure (DNA) auf das Auftreten von bekannten Mutationen 
5 mit Hilfe einer Ionisierung durch matrixunterstijtzte Laserdesorption (MALDI). Die Erfindung betrifft die Verwendung 
eines besonderen Satzes modifizierter Nukleosidtriphosphate fur das an sich bekannte Verfahren der beschrankten Pri- 
merverlangerung in einer kopierenden, enzymatischen Reaktion und gegebenenfalls die Verwendung ebenfalls modifi- 
zierter Primer, so daB die entstehenden DNA-Produkte seiektiv, adduktfrei und so bevorzugt ionisiert werden, daB sie 
I von anderen Beimengungen der Reaktionslosung leicht unterschieden werden konnen. Das Verfahren eignet sich beson- 

10 ders fur den gleichzeitigen Nachweise mehrerer Mutationen. 

; Stand der Technik 

% Gegenstand dieser Erfindung ist eine Methode zum simultanen Nachweis von einer oder mehreren mutativen Veran- 

15 derungen innerhalb einer bestimmten Sequenz von genomischer DNA eines Organismus. Bei diesen Sequenzverande- 
rungen kann es sich um Basenaustausch ("Punktmutationen") handeln, um Einfugungen von Basen ("Insertionen"), um 
;■ Fehlen von Basen ("Deletionen"), aber auch von chemischen Veranderung einer Base, beispieisweise durch eine Methy- 

\ lierung. 

Um Mutationen eindeutig zu charakterisieren, muB eine DNA-Sequenz, in der eine Mutation vermutet wird, de novo 
20 sequenziert werden. Um anschlieBend eine identifizierte Mutation bei einem anderen Individuum zu finden, bietet sich 
als bestdefinierte Analyse eine erneute Sequenzierung des entsprechenden DNA-Abschnitts an. Fur die Praxis wurde 
dies bedeuten, daB der Nachweis einer bekannten Mutation in einem Probanden die gleichen Kosten verursachen wiirde 
wie die ursprtingliche Charakterisierung. Fur die Sequenzierung werden verschiedene Gelelektrophoresearten einge- 
setzt, die jedoch langsam, teuer und nicht voll automatisierbar sind. 
25 Fur die Auffindung von bekannten Mutationen wurden daher alternative Techniken entwickeln. So konnen fur die 
Identizierung vieler bekannter Mutationen enlsprechendeDNA-Sequenzen durch Oberflachenfixierung auf einem DNA- 
Chip zusammcngcfaBt werden. Dcrcn Hybridisicrung odcr Nichthybridisicrung mit aufgebrachten Gcnmatcrial kann zur 
; simultanen Identification einer Vielzahl von verschiedenen Mutationen verwendet werden. So sind Chips mit 64 000 fi- 

y xierten Sequenzen bekannt geworden. Diese DNA-Chiptechnologie hat jedoch einige wesentliche Nachteiie, alien voran 

1 30 den, daB die Herstellung der DNA-Chips recht kostspielig ist. Da die Bestimmung einer groBen Vielzahl von Mutationen 

' eines Individuums nicht immer erforderlich ist, handelt es sich nicht gerade um eine preisangepaBte Diagnostik fur eine 

bestimrnte, definierte Erkrankung, 

Es besteht somit nach wie vor ein Bedarf an Verfahren zur schnellen Erkennung von Mutationen, wobei ein maBiger 
Grad an Multiplexierbarkeit erwunscht, aber je nach Schnelligkeit des Einzelverfahrens nicht unbedingt notwendig ware. 
35 Massenspektrometrie mit Ionisierung durch matrix- unterstutzte Laserdesorption (MALDI) ist eine sehr leistungsfa- 
hige Art der Analyse von Biomolekulen. Die Ionen konnen massenspektrometrisch, beispieisweise in Flugzeitmassen- 
spektrometern, auf ihre Masse hin analysiert werden. Da die Fluggeschwindigkeit der Ionen im Massenspektrometer 
etwa 10 7 mal schneller ist als die Wanderungsgeschwindigkeit der Molekuie im Gel der Elektrophorese, ist das massen- 
spektrometrische Verfahren auBerordentlich viel schneller als das elektrophoretische Verfahren, seibst wenn die Spek- 
40 trenmessung 10- bis 100-mal wiederholt wird, um zu guten Signalzu-Rausch-Verhaltoissen zu kommen. 

Das gesamte MALDI-Praparations- und MeB verfahren besteht darin, daB zunachst die Analytmolekule auf einem fe- 
sten Probentrager in eine feste, UV-absorbierende Matrix, meist eine organische Saure, eingebettet werden. Der Proben- 
trager wird in die Ionenquelle eines Massenspektrometers eingefuhrt. Durch einen kurzen Laserpuls von etwa 3 Nanose- 
kunden Lange wird die Matrix ins Vakuum verdampft; das Anatytmolekiil wird dabei unf ragmen tiert in die Gasphase be- 
45 fordert. Durch StoBe mit gieichzeitig entstehenden Matrixionen wird die Ionisation des Analytmolekuls erreicht. Eine 
angelegte Spannung beschleunigt die Ionen in ein feldfreies Hugrohr. Auf Grund ihrer verschiedenen Massen werden die 
Ionen in der Ionenquelle auf unterschiedliche Geschwindigkeiten beschleunigt Kleinere Ionen erreichen den Detektor 
friiher als groBere. Die Rugzeit wird in die Masse der Ionen umgerechnet. 

Technische Neuerungen der Hardware haben die Methode der Flugzeitmassenspektrometrie mit MALDI-Ionisierung 
. A 50 signifikant verbessert. Erwahnenswert ist die zeitverzogernd einsetzende Beschleunigung (Delayed Extraction), mit der 

eine verbesserte Auflosung der Signale an einer Stelle im Spektrum erreicht wird. Durch eine zusatzliche dynamische 
Veranderung der Beschieunigungsspannung kann man eine gute Auflosung in einem weitem Massenbereich erreichen 
(DE 196 38 577). 

MALDI eignet sich ausgezeichnet zur Analyse Yon Peptiden und Proteinen. Die Analyse von Nukleinsauren ist etwas 
55 schwieriger. Fur Nukleinsauren ist die Ionisierung im MALDI-ProzeB etwa 100-mal geringer als fur Peptide und nimmt 
mit zunehmender Masse uberproportional ab. Der Grund dafur liegt darin, daB fur die Ionisation von Peptiden und Pro- 
teinen lediglich ein einziges Proton eingefangen werden muB. Fiir Nukleinsauren, die ein vielfach negativ geladenes 
Riickgrat haben, ist der Ionisation sprozeB durch die Matrix wesentlich ineffizienter. 

Fur MALDI spielt die Wahl der Matrix eine wichtige Rolle. Fiir die Desorption von Peptiden gibt es einige sehr lei- 
60 stungsfahige Matrices, die eine sehr feine Kristallisation ergeben. Fiir DNA sind zwar inittlerweile einige effektive Ma- 
trices gefunden worden, jedoch wurde dadurch der Empfindlichkeitsunterschied zu Proteinen nicht verringert. 

Dieser Empfindlichkeitsunterschied kann vermindert werden, indem die DNA chemisch so modifiziert wird, daB sie 
einem Peptid ahnlicher wird. Wie in WO 96/27681 dargelegt, lassen beispieisweise sich Phosphorothioat nukleinsauren, 
bei denen die gewohnlichen Phosphate des Ruckgrats durch Thiophosphate substituiert sind, durch einfache Alkyiie- 
65 rungschemie in eine ladungsneutrale DNA umwandeln, und die chemisch kovalente Kopplung einer einzelnen posiuv 
oder negativ geladenen chemischen Gruppe ("charge tag") an diese rnodifizierte DNA resultiert in der Steigerung der 
Empfindlichkeit in den gleichen Bereich, wie er fiir Peptide gefunden wird. 

Durch diese Modifikationen hat sich auch die Moglichkeit eroffnet, ahnliche Matrices zu benutzen, wie sie fur die De- 
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sorption von Peptiden verwendet werden. Ein weiterer Vorteil des "charge tagging" ist die erhdhte Stabilitat der Analyse 
gegenuber Verunreinigungen, die den Nachweis unmodifizierter DNA-Analyte stark erschweren. 

Es ist jungst ein neues Verfahren zur Mutationsdiagnostik bekannt geworden, das die MALDI-Massenspektrometrie 
benutzt (Little, D.R, Braun, A., Darnhofer-Demar, B., Frilling, A., Li, Y, Mclver, R.T. and Koster, H.; Detection of RET 
proto-oncogene codon 634 mutations using mass spectrometry. J. Mol. Med. 75, 745-750, 1997). Der Primer (eine 5 
DNA-Kette, die als Erkennungssequenz fungiert) wird dabei so synthetisiert, daB er sich in unmittelbarer Nahe einer be- 
kannten Punktmutation an den Templatstrang anlagert ("hybridisiert"). Zwischen der Position dieser Punkmutation und 
dem 3'-Ende des Primers (an diesem Ende wird der Primer verlangert) darf die Sequenz des Templatstrangs aus maximal 
drei der vier Nukieobasen zusammengesetzt sein. An der Punktmutationsposition tritt eine weitere Base zum ersten Mai 
auf. Mit einer Polymerase und einem besonderen Satz von desoxy-Nukleotidtriphosphaten (die maximal drei komple- 10 
mentaren, die bis zur Punktmutationsposition auftreten) und einem didesoxy-Nukleotidtriphosphat (mit der Base, die 
komplementar zu der potentiellen Punktmutation ist) wird der Primer kopierend verlangert. Das didesoxy-Nukleosidtri- 
phosphat beendet ("terminiert") die Ket.tenverlangerung. Je nach An- oder Abwesenheit der Punktmutation wird die Po- 
ly merasereaktion auf der Punktmutationsposition terminiert oder sie terminiert erst bei der nachsten entsprechenden 
Base jenseits der potentiellen Mutationsstelle. Dieses Verfahren, das aber auch eine Fixierung der Primer an einer Ober- 15 
flache einschiieBt, ist von den Autoren als "PROBE" bezeichnet worden. 

Da jedoch in dieser Arbeit unmodifizierte DNA zur Analyse eingesetzt wird, erscheint ein wesentlicher Nachteil die- 
ser Methode, daB verhaltnismaBig viel DNA-Material enzymatisch hergestellt werden muB, urn in der anschlieBenden 
Analyse entsprechend detektierbare Signale zu erhalten. Dazu kommt, daB das abzutastende PCR Produkt an einer festen 
Phase immobilisiert werden muB, damit die Endanalyse nicht durch Primer und den Templatstrang sowie durch Salze 20 
und Detergenzien aus der Polymerasereaktion negativ beeinfluBt wird. 

Aufgabe der Erfindung 

Es ist die Aufgabe der Erfindung, auf der Basis des PROBE- Verfahrens ein verbessertes massenspektrometrisches 25 
Verfahren fiir die schnelle und kostengunstige Untersuchung von Genmaterial auf eine besehrankle Zahl vorbekanmer 
Mutationcn wic Bascnaustausch ("Punktmutationcn"), Einfugungcn von Bascn ("Inscrtioncn"), Fchlen von Bascn ("Dc- 
letionen"), aber auch chemische Veranderung einer Base, zu finden, wobei die DNA-Kettenprodukte fiir eine hohe Pra- 
zision der Massenbestimmung moglichst kurz, und fiir eine gute Unterscheidbarkeit von Restprodukten der PCR mog- 
lichst empfindlich sein sollen. Es ware daruberhinaus gunstig, wenn die Lange der DNA-Kettenprodukte in gewissem 30 
Umfang wahlbar ware, urn einen gleichzeitigen Nachweis mehrerer Mutationen in einem einzigen MeBvorgang vorneh- 
men zu konnen. 

Kurze Beschreibung der Erfindung 

35 

Die Erfindung besteht darin, beim PROBE- Verfahren der Primerverlangerung nicht mit den normalerweise fiir die 
PCR verwendeten Primern und Nukleosiden zu arbeiten, sondern mit modifizierten Primern und modifizierten Nukleo- 
siden, die sich entweder von sich aus oder in Verbindung mit einer spateren chemischen Umformung gunstig auf die Io- 
nisierung im MALDI-ProzeB auswirken, indem sie dadurch, daB sie nur noch eine einzige positive oder negative Ladung 
tragen, die Empfindlichkeit erhohen, die DNA gegen Fragmentierungen stabilieren, die Adduktbiidung vermeiden und 40 
eine selektive Ionisierung gegenuber den weniger empfindlich ionisierbaren "Verunreinigungen erzeugen. Die Erfindung 
besteht des weiteren darin, den aus dem Primer bestehenden Teil des Produktes nach der Polymerasereakuon mindestens 
teilweise zu entfernen. Dadurch wird die Masse des Produkts um einen signifikanten Tbil verringert und in einen Mas- 
senbereich bewegt, in welchem eine viel bessere Auflosung und Prazision der Massenbestimmung erreicht werden kann. 
In dem Massenbereich von 1500 Da bis 2500 Da kann nach dem gegenwartigen Stand der Technik Isotopenauflosung er- 45 
reicht werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren besteht hauptsachiich insgesamt aus folgenden Schritten: 

1) einer ersten PCR-Vervielfaltigung einer DNA-Sequenz, die durch ihre selektierenden Primer die Mutation um- 
faBt, mit eventueller Nachreinigung der PCR-Produkte, 50 

2) einer Zugabe eines besonderen Satzes von modifizierten Nukleosidtriphosphaten fiir eine kopierende, be- 
schrankte Primerverlangenmg der bereits vorhandenen oder ebenfalls hier neu zugegebener Primer, wobei 

(a) der besondere Satz von Nukleosidtriphosphaten so zusammengesetzt ist, daB die Kettenverlangerung 
durch die Kopierreaktion beim nachsten Auftreten einer durch die Zusammensetzung des Satzes bestimmten 
Base im zu kopierenden DNA-Gegenstrang endet, 55 

(b) der besondere Satz von Nukleosidtriphosphaten so zusammengesetzt ist, daB die Primerverlangerung bis 
zur Stelle der Mutation oder daruber hinaus lauft, so daB die Produktkette im Wildtyp ein anderes Molekular- 
gewicht hat als im Mutanten, und 

(c) die Modifizierung der Nukleosidtriphosphate entweder allein oder in Verbindung mit einer nachtraglichen 
chemischen Behandlung (in Schritt 4) zu einer Stabilisierung der DNA-Kette im Tonisierungspro/eB, zu einer 60 
Adduktminderung der Ionen, zu einer Erhohung der Ionisierungsausbeute und/oder zu einer Veranderung der 
Masse der DNA-Kette fiihrt, 

3) einer durch den Schritt 2 vorbereiteten, beschrankten Primerverlangerung mit Hilfe eines Enzyms, das den 
DNA-Gegenstrang komplementar kopiert, 

4) gegebenenfalls einer weiteren chemischen oder enzymatischen Modifizierung der Produkt ketten, die zu einer 65 
weitgehenden Neutralisierung der DNA (mit nur einer gewiinschten, vorgeformten Ladung) und zu einer minde- 
stens teilweisen Entfemung der Primer fiihrt, und 

5) einer massenspektrometrischen Bestimmung der Masse der modifizierten DNA-Produktketten und Zuordnung 
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der detektierten Massen zu Wildtyp oder bekannter Mutante. 



10 



Es wird damn das Ziel der Erfindung erreicht, die DNA-Kettenprodukte, die im MoJekulargewicht die Information 
uber die untersuchte Mutation tragen, weitgehend zu neutralisieren und mil erwunscht ladungstragenden chemischen 
Gmppen zu vereehen, um s.e lm MALDI-ProzeB bevorzugt mi, hoher Empfindlichkeit und selektiv vor anderen hand- 
le ten der PCR-Reakaonslosung lomsteren zu konnen. Es wird weiterhin das Ziel derErfindung erreicht, die Kettenpro- 
dukte so kurz wie moghch zu machen, mdem die Primer, die keine Information tiber die Mutation liefern, ganz oder S 
Thh ""ita ■ Ke f n P« 3dukl f entfernt werden. Dadurch wird das Motekulaigewicht der DNA-Kettenprodukte kiein 
und die Prazision der Massenbestimmung steigt ^ leln 



Beschreibung der Figuren 

W^ v L 8 ^^l^ M ^ Spek ^ m bei i y° rlie gf " des WiW W (homozygot) wieder. Die Masse des Produkts des 
t5 CNME) vemendtt DUnnschicht P ra P arati °" «* a-CN-4-Hydroxy-Zimtsauremethylester «x- 

fc^ool ^DI-Massenspektrum bei Vorliegen der Mutante (homozygot) wieder. Die Masse des Produkts der 
Mutante ,st 3924 Da. Als Matrix wurde em Dunnschichtpraparation auf a-CNME verwendet 

Fig. 3 zeigt em MALDI-Massenspektrum bei Vorliegen des Wildtyps und der Mutante (heterozygot). Die Masse des 
Produkts des Wildtyps « . bier 2593 Da und die der Mutante ist 3916 Da. Die Produkte warden Jeiner KopierreattSn 
... . 2 un.ersch.edlichen Templaten hergestellt und entsprechend simultan aufgereinigt. Als Matrix wurde ein Dunn- 
schichtpraparation auf a-CNME verwendet. 

/J^nlf Cine Dar « te11 ^ Cine l mu ' ti P lexienen Abtastung eines Systems mil 5 potendellen Punktmutationen nach 
den. crfindungsgemafien Pnnzip. X = Position der Termination beim Wildtyp, N = Position der Termination bei einer 
vorhandenen Punktmutation. In einer Mischung alter 5 W.Idtypen undMutanten werden nach entsprechender Aufarbei- 
tung 0 umcrscheidbare Massen detektiert. Bei jedem Individuum wird far jedes System entweder die Wildtypmasse 
oder die Mutantenmasse gefunden. Es ergibt sich eine eharaklerislische Verteilung der Massen. 

v ir fr^ USC A di ? NuWcotidc, wclchc im vorgclcgten Vcrfahrcn zum Einsatz kommcn konnen: 
X - II, Oil. SH, CH 3 Alkyl, F, CI, Br, CI*, CT. X ist die Funktionsgruppe, die fesUegt, ob eine weitere Polymerisier- 
barke.t von dicser Position an moghch ist: X = OH ermoglicht die Bindung zum nachsten Nukleotid, wahrend jede an- 
Sebung zu"Sten Unterbmdet Weiter besteht die MOglichkeit, durch diese Funktionsgruppe eine Massenver- 

rJZ ?* °"' SH ', S "' u CH ' Se ~ CHj * QW CHF2 ' CF3 ' Alk y'' BH -'- Y ist die Funktionsgruppe, die verantwortlich 
lur die Ladungsneutralisierbarkeit des molekularbiologisch hergestellten Produkts ist, da die a-Phosphatgruppe in der 
Poly.nensaUon nuttels einer DNA-Polymerase erhalten wird, wSirend die (5- und Y -Phosphatgruppen abgespalten wer- 

Eine weitere Moglichkeit ist, das fur die Verbesserung der Empfindlichkeit in der massenspektrometrischen Analyse 
notwendige Charge-Tag an dieser Y-Position festzumachen (z. B. CT* oder CT) 

B - Ademn, Guanin Cytosi^ Thymidin, Uracil, Inosin, Purin, Pyrimidin, Pyrrol, Nitro-Pvrrol, Indol, Nitro-Indol, 
Deaza-Ouanin Deaza-Ademn, Fluor-Uracil, Brom-Uracil, Pyrrazol, Imidazol und deren substituierte Derivate. Fur B 
bteten sich vie le Denvate der naturhchen Nukleobasen an. Wesentlich ist die spezifische Basenpaarung mil natiirlichen 
Nukleobasen eines zu kopierenden Templatstrangs. 

ren F nil Z t l g HS n iL^ arianten T Primer , k6nnen 80 8 eartet ^ ein Charge-Tag in das Produkt einfuh- 

ren. Dies tun die Pnmervananten 1-3. Altemattv konnen die Primer so geartet sein, daB sie zum Produkt keine Ladung 
45 be.steuern, wie dies bei den Vananten 4 und 5 der Fall ist In diesen Fallen muB ein solcher Primer mil einem Nukleotid 
system kombimert werden, durch welches das Charge-Tag beigefiigt wird. "UKieoira 

Besonders gUnstige Ausfuhrungsformen 

Ein besonders bevorzugles Verfahren sieht daher wie folgt aus: Fiirdie erste PCR-Vcrvielfachung durch Schritt 1 sind 
die Primer naturgemaB so zu wahlen, daB sich die zu untersuchenden, bekannten Punktmutationen, Insertionen und De- 
letionen innerhalb des erzeugten PCR-Produktes befinden. 

Es ist giinstig, die Restnukleoside derPCR-Amplifikation zwischen den Schritten 1 und 2 durch an sich bekannte Ver- 
fahren zu entfernen, z, B. durch ein "nucleotide removal Kit" der Firms QIACJEN. Alternativ konnen die Restnukleoside 
mit einer alkalischen Phosphatase zersetzt und dieLosung ohne weitere Aufreinigung weiterverarbeitet werden 

Schema 1 zeigt die Probenvorbereitung lur den Wildtyp. An ein mittels PCR hergestelltes Templat wird ein Primer by- 
bndisierL M.t emem Substratgemisch von a-S-dATP, a-S-dTTP und ddCTP, einer DNA-Polymerase und entsprechen- 
den Puffern wird das Templat kopiert. Die Kettenverlangemng findet bis zum ersten G auf dem Templatstrang statt und 
wird da durch das emgebaute ddCTP terminiert. AnschlieBend wird ein Ifeil des Produktes mit einer Phosphodiesterase 
wegverdaut. D,e Phosphodiesterase wird durch die erste thio-Briicke gestoppt, so daB ein Fragment enLsteht, das ledig- 
hch die neu hergestellte DNA enthalt. Durch anschliefiende Methylisierung (zum Beispiel durch Methyljod) wird das 
Produkt weitgehend neutraliert. Durch den Einsatz eines unmodifizierten Phosphat-ddCTPs, welches sich nicht alkylie- 
ren laBt, wird die emfach negative Ladung des Produkts und damit eine leichte Ionisierung zum negativ geladenen Ion 
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Templat des Wildtyps: 

TpGpCpApTpGpApCpTpTpGpApGpTpCpGpTpTpApApTpGpTpApGpTpCpCpGpCpGpT 
GpTpApCpTpGpApApCpTpCpApGpC 
Primer 

KettenverlSngerung mit cc-S-dATP, a-S-dTTP, ddCTP ergibt: 

TpGpCpApTpGpApCpTpTpGpApGpTpCpGpTpTpApApTpGpTpApGpTpCpCpGpCpGpT 
GpTpApCpTpGpApApCpTpCpApGpC sAsAsTsTsApC 

Verdau ergibt; CsAsAsTsTsApC 

Alkylierung ergibt CaAaAaTaTaApC Masse: 2212 u 

p ~ Phosphat (nicht alkylierbar); s = Phosphorthioat (alkylierbar); a = alkyliert 

Schema 2 zeigt die Wirkung der gleichen Probenvorbereitung fiir die Mutante, wobei das Templat eine Punktmutation 
von G nach A tragt. Die Kopierreaktion tiberlauft die Position der Termination beim Wiidtyp und stoppt erst beim nach- 
sten G. Dadurch ist die Masse des Produkts wesentlich groBer. 



Templat der Mutante: 

TpGpCpApTpGpApCpTpTpGpApGpTpCpGpTpTpApApTpApTpApGpTpCpCpGpCpGpT 
GpTpApCpTpGpApApCpTpCpApGpC 

Primer 

Kettenveriangerung mit a-S-dATP, a-S-dTTP, ddCTP ergibt: 

TpGpCpApTpGpApCpTpTpGpApGpTpCpGpTpTpApApTpApTpApGpTpCpCpGpCpGpT 
GpTpApCpTpGpApApCpTpCpApGpCsAsAsTsTsAsTsAsTpC 

Verdau ergibt: CsAsAsTsTsAsTsAsTpC 

Aliening ergibt: CaAaAaTaTaAaTaAaTpC Masse: 3223 u (statt 2212 u) 

Im Schritt 2 wird ein reduzierter Satz von modifizierten desoxy-Nukleobausteinen (z. B. a-S-Nukieotide oder a-Me- 
Nukleotide) zugegeben, in dem dasjenige Nukleosid fehlt, bei dem die Kettenveriangerung anhalten soli. Dieses Ende 
muB so gewahlt werden, daB das Molekulargewicht der Produktkette uber die Art der Mutation Auskunft gibt. Erganzend 
kann ein terminierender didesoxy-Nukleobaustein zugegeben werden, der nicht als desoxy-Nukleobaustein vorhanden 
ist. Dadurch wird erreicht, daB sich in Schritt 3 spezifische Kettenabbruchprodukte bilden, wie in den obigen Schemata 1 
und 2 gezeigt. 

ErnndungsgemaB kommen hier modifizierte Nukleotide zum Einsatz. So kann die \erwendung von neutralisierten 
Nukleosiden, wie etwa a-Me-Nukleotiden, durch die Polymerasereaktion bereits ein ladungsneutrales DNA-Riickgrat 
ergeben. a-S-Nukleotide lassen sich nach ihrem Einbau in dieDNA-Kette durch die Polymerisation leichtneutralisieren, 
beispielsweise durch Alkylierung, insbesondere Methylierung. 

AuBerdem werden in Schritt 2 neue Primer zugegeben, die genugend dicht an den Mutationsstellen anlagern konnen, 
so daB ein Kettenabbruch Auskunft uber die Mutation gibt, wie aus dem PROBE- Verfahrcn bekannt. Es ist zweckrnaBig, 
daB die Primer bereits die "charge tags" fiir ein positives Charge-Tagging tragen. Das Charge-Tag wird vorzugsweise 
nahe am 3 '-Ende das Primers angebracht und die Ruckgratbriicken werden zwischen dem 3-Ende und dem Charge-Tag 
so gewahlt, daB sic einerseits ladungsneutralisiert werden konnen oder bereits selbst ladungsneutral sind und anderseits 
der spateren Beseitigung eines Teils des Primers widerstehen konnen. 

An je einen Strang der in Schritt 1 vervielfaltigten PCR-Produkte werden nun in Schritt 3 die neu zugegebenen Pri- 
mern angelagert und anschlieBend enzymatisch kopierend verlangert, wobei die Primer im Gegensatz zu der oben er- 
wahnten Arbeit von Little et al. nicht an einer festen Oberrlache immobilisiert zu sein brauchen. 

Im Schritt 4 werden dann die DNA-Kettenprodukte durch selektive Entfernung der aus dem Primer stammenden Se- 
quenzen verkurzt; hier findet aber auch die chemische Aufbereitung statt, die zu neutralierten und mit Chaige-Tag verse- 
henen Produkten fuhrt, die sich besonders leicht durch MAT.DT ionisieren lassen. 

Die chemischen und enzymatischen Reaktionen, die in Schritt 4 vorzugsweise zum Einsatz kommen, sind die Entfer- 
nung der Primer oder wesentiicher Teile der Primer von den Kettenprodukten nach der Polymerasereaktion, beispiels- 
weise durch eine 5'-Phosphodiesterase oder durch die Aktivierung einer im Primer integrierten chemischen Schnittfunk- 
tion. Da der Neuinformationsgehalt des Primers gleich null ist und er lediglich in der massenspektrometrischen Analyse 
stort, ist es sinnvoll, diesen so zu eliminieren. 

In Schritt 4 werden nun gegebenenfalls die Kettenprodukte durch eine Aikylierungsreaktion neutraiisiert, wenn bei- 
spielsweise a-S-Nukleoside fur die Kopierreaktion eingesetzt wurden. 

Die in Schritt 5 vorgenommene massenspektrometrische Messung der Massen der DNA-Kettenprodukte durch 

5 
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MALDI-Ionisierung in einem geeigneten Massenspektrometer, beispielsweise einem Flugzeitmassenspektrometer, ent- 
spricht unter diesen MaBnahmen der Probenvorbereitung dem Stand der heutigen Technik. Auch die Zuordnung der 
Masse (des Molekulargewichts) zu der Art der Mutation oder zum Wildtyp entspricht dem Stand der Technik. 

Ein sehr wesentlicher Punkt ist der Einsatz von Charge-Tags, welche wesentlich zur Steigerung der Detektierbarkeit 
5 der Produkte beitragen. Hier bieten sich mehrere Varianten an: 

1) Integration eines positiven Charge-Tags in den Primer (z. B. via ein T*). 

2) Integration eines negativen ''charge tags" in den Primer (z. B. liber eine unmodifizierte Phosphatbriicke). 

3) Einfuhren eines positiven Charge- lags durch den Terminator (z. B. durch ein oc-S-3'CT-dideoxy-Nukleotid). 

to 4) Einfuhren eines negativen Charge- Tags durch einen unmodifizierten dideoxy-Nukleotidbaustein, welcher nicht 

alkyliert werden kann. 

Der Einsatz von Charge-Tags ist naturlicherweise nur sinnvoll im Zusammenhang mit der Entfernung von alien Rest- 
ladungen aus den DNA-Produkten, da nur in diesem Fall ein vollstandig definierter Ladungszustand des AnalytmolekUls 

is erreicht wird. Durch dieses Charge-Tagging und durch eine Ladungsneutralisierung der Rest-DNA wird erreicht, daB die 
Empfindlichkeit 100-mal verbessert wird, und Matrices verwendet werden konnen, welche selektiv die Desorption von 
diesen Modifikationen unterstiitzen, so daB die massenspektrometrische Analyse ohne Aufreinigung mogiich wird. 

DNA hat ein polyanionisches Ruckgrat. Durch das Ersetzen von Phosphat-Brucken im DNA-RUckgrat durch Phos- 
phorothioat-Brucken erhalt man eine chemische Funktion, in welcher durch einfache Chemie die negative Ladung ent- 

20 femt werden kann. Eine Alternative ist, von vornherein modifizierte Nukleotide zu verwenden, die nach ihrer Polymeri- 
sation zu Ladung sneutralitat am DNA-Ruckgrat fuhren. a-Methyl-triphosphat-Nukleotide sind z. B. solche Bausteine. 
Die Neutralisierung der DNA tragt dabei nicht nur zur Erhohung der Ionisierungsausbeute bei, sondern unterdriickt auch 
die Bildung von Addukten und tragt zur Stabilisierung der DNA im MALDI-ProzeB bei. 

Das Potential dieser Methode liegt einerseits in einer Steigerung der Empfindlichkeit und Verminderung der Addukt- 

25 bildung durch die implementierten Modifikationen, anderseits konnen in der MALDI Massenspektrometrie selektiv be- 
stimmte Substanzklassen bevorteiligt werden, wodurch unerwunschte Reaktionsnebenprodukte ausgeblendet werden 
konnen. 

In der Praxis heiBt dies, daB durch die eingefuhrten Modifikationen und die Wahl der massenspektrometrischen Para- 
meter die relevanten Produkte exklusiv analysiert werden konnen. Die Templat-DNA kann beispielsweise vollstandig 

30 ausgeblendet werden und muB daher nicht in einer Aufreinigung entfernt werden. Dies erhoht auch die Moglichkeit der 
Multiplexierbarkeit Das gesamte Verfahren kommt mit keiner oder sehr wenig Aufreinigung nach den enzymatischen 
und chemischen Reaktionsschritten aus. 

Die wesentlichen Varianten des Verfahrens sind in den Fig. 5 und 6 zusammengefaBt Prinzipiell laBt sich jede Variante 
der Nukleotide mit jeder Variante des Primers kombinieren (Kettenverlangerungsnukleotide haben X = OH, ein Termi- 

35 natornukleotid ist dadurch ausgezeichnet, daB X # OH ist). 

Jedoch gibt es Kombinationen, die wenig sinnvoll sind. Niitzliche Varianten tragen das Charge-Tag (in Fig. 5 und 6 
mit "CT" abgekiirzt) entweder am Primer oder am Terminator. Sinnvolle Varianten, die das Charge-Tag mit dem Termi- 
nator eingefugt bekommen, werden in Kombination mit Primern ohne Charge-Tag verwendet. Ein Charge-Tag am Ter- 
minator fugt der Produktkette eine Ladung bei mit X = CP, CP, Y = OH oder 0\ In einer Variante, in der Kettenver- 

40 langerungsnukleotide ohne eine anschlieBende chemische Modification ladungsneutralisiert sind (Y- CH 3 , CH 2 F, CHF 2 
oder CF3), kann die Ladung im Terminatornukleotid auch mit X oder Y = SH, S~, SeH oder Se _ eingefiihrt werden. 

Als Kettenverlangerungsnukleotide werden nur Modifikationen verwendet, die iadungsneutrale oder neutralisierbare 
Verbruckungsgruppen Y enthalten, das heiBt, Y sollte selbst ladungsneutral sein (Y = H, CH 3 , CH 2 F, CHF 2 , CF 3 , Alkyl) 
oder quantitativ neutralisiert werden konnen (Y = SH, S", SeH, Se"). Primer 1 bis 3 kommen zum Einsatz in Systemen, in 

45 denen alle Kettenverlangerungsnukleotide und Terminatoren neutralisierbare oder neutrale Verbruckungsgruppen tra- 
gen. B muB definiert komplementar zu einer Base eingebaut werden. 

Eine Empfindlichkeitssteigerung gegeniiber herkommlicher DNA kann auch in geringerern MaBe erreicht werden, 
wenn kein Charge-Tag verwendet. wird und nur das Ruckgrat des Analyten vollstandig neutralisiert ist. In diesem Fall 
muB jedoch eine MALDI Matrix verwendet werden, die in der Lage ist, den Analyten zu protonieren. In diesem Fall bie- 

50 ten sich a-Cyanozimtsaure sowie Sinapinsaure als Matrices an, die sich auch bereits fur Peptide bewahrt haben. Das 
DNA-spezifische Problem des Polyanions, das mittels Matrix in eineeinfach geladene Spezies mit. entsprechend geringer 
Effizienz uberfiihrt werden muB, entfallt im wesentlichen auch bei alleiniger Neutralisation des Ruckgrat s. Der \brteii 
der Variante ist, daB mehrere bereits an anderen Substanzklassen bewahrte MALDI-Matrices zur Verfugung stehen. 
Unmodifizierte Oiigonukleoude oder DNA selbst eignen sich nicht gut, da deren Detektierbarkeit mittels z. B. 

55 MALDI oder ESI Massenspektrometrie eingeschrankt ist. Ein weiterer Vorteil unserer Erfindung ist, daB durch die ex- 
klusive Einfuhrung von chemischen Modifikationen in die neu generierten DNA Fragmente eine preferentielle Extra- 
hierbarkeit in der massenspektrometrischen Analyse erreicht wird. Dafur bieten sich Modifikationen wie alkylierte Phos- 
phorthioat DNA oder Methylphosphonate gekoppelt mit Charge-Tags an. Die Detektierbarkeit dieser modifizierten DNA 
mittels Massenspektrometrie ist 100-mal besser als die der unmodifizierten Sequenzen. 

60 Ein Beispiel einer typischen Mutations analyse ist in den obi gen Schemata 1 und 2 wiedergeben. Dieses Analysen ver- 
fahren benutzt einen Primer, der sich chemisch oder enzymatisch nach der Polymerasereaktion abspalten laSt, und einen 
Satz von a-S-dNTPs (beispielsweise fur die Basen C, G und A) und ein ddNTP (in unserem Beispiel fur die Base T). 
Mittels einer Polymerase wird ein Kettenverlangerung an einem Templat mit einer moglichen Punktmutation gemacht, 
die in diesem Beispiel fur den mutierten Typ eine Verlangerung um 9 Basen, und fur den Wildtyp ohne Mutation eine 

65 Verlangerung um 6 Basen ergibt. Danach wird der vom Primer stammende Tbil des Produkts enzymatisch oder chemisch 
entfernt und das Produkt alkyliert Alle Thioat-Brucken lassen sich alkylieren, auBer der durch den Terminator eingefuhr- 
ten normalen Phosphatbrucke. Diese Ladung fungiert als negatives Charge-Tag. Im negativen Ionenmodus lassen sich 
jetzt mit hoher Ausbeute und daher praktisch exklusiv die Produkte mit einer Termination nachweisen (also als 10-rner 
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oder 7-mer). Anhand der Masse sind diese einfach zu unterscheiden und eine direkte Aussage iiber das \brhandensein ei- 
ner Punktmutation wird ermoglicht. Dazu kommt, daB durch die Steigerung der Empfindlichkeit auf Grund der beschrie- 
benen Modifikationen wesentlich weniger Material aufbereitet werden muB und die Messung der modifizierten Produkte 
auch wesentlich unempfindlicher ist gegen Verunreinigungen aus den Aufbewahrungspuffern der Polymerase und den 
PCR-PufTern. Wir konnen daher ohne Aufreinigung arbeiten und die Polymerasereaktion, die Abspaltung des Primers 5 
und die Alkylierung hintereinander durchfuhren, und schfieBlich in der MALDI-Analyse verwertbare Signale detektie- 
ren. 

Eine Variante ware die Verwendung eines Terminators, in den man die quaternare Aminofunktion hineinsyntlietisiert 
?, hat. Diese Komponente muB in der a-S- Variante aufbereitet werden. Die Synthese dieser Komponente haben wir bereits 

durchgefuhrt und etabliert. Dadurch konnte anschlieBend entsprechend im positiven Ionenmodus analysiert werden. to 

Durch entsprechendes Design der Primer, der Schnittfunktionen, und unterschiedlicher Distanzen zu den Punktmuta- 
tionspositionen, die jedem Fachmann auf diesem Gebiet gelaufig sind, konnen auch mehrere Punktmutationssysteme si- 
multan ("multiplex") analysiert. werden. Diese konnen sogar an beiden DNA-Strangen des DNA-Doppel Strang s, d. h. in 
t entgegengesetzter Orientierung, analysiert werden. 

Nicht nur die Analyse eines einzelnen PCR-Produkts kann in multipler Weise durchgefiihrt werden. Eine Multiplex- is 
Analyse kann auch mit einem Satz von mehreren PCR-Produkten gleichzeitig durchgefiihrt werden, die in einem einzi- 
gen Multiplex-PCR-Verfahren vervielfaltigt wurden. Verschiedene Teile eines Genoms werden dabei simultan in einer 
multiplexierten PCR amplifiziert. AnschlieBend kann an jedem PCR-Produkt mit der notwendigen Anzahl Primer die 
Analyse durchgefuhrt werden. Wesentlich ist hierbei, daB alie Einzelanalysen mit der gleichen Kombination von Nukleo- 
tiden durchgefuhrt werden mussen, bei Entwurf und Ausarbeitung der Multiplexanalysen ist daher hierauf Rucksicht zu 20 
nehmen. Prinzipiell kann mit einer Kombination von maximal vier Nukleotidsystemen jede erwunschte Information uber 
die Mutationen in einer genomischen DNA abgetastet werden. 

Auch der Einsatz von alien vier a-S-dNTps und einem ddNTP, wodurch eine Sequenzieiter erzeugt wiirde, ist mog- 
lich. Auch laBt sich beispiels weise ein positiver CT-Terminator einer Base und ein negativer CT- Terminator einer zwei- 
ten Base in einer Sequenzreaktion mischen. 25 

AnschlieBend LaBt sich im positiven Ionenmodus die Beendigung durch die eine Base, im negadven Ionenmodus die 
Bccndigung durch die andcrc Base analysicrcn. 

Die Detektionsempfindlichkeit im MALDI Massenspektrometer fallt mit zunehmender Masse des Analyten deutlich 
• ab. Daher ist es sinnvoll, Sequenzen ohne informativen Gehalt vor der MALDI-Analyse zu entfernen. Das gilt vor allem 

" fur die eingesetzten Primer der Kopierreaktion, deren Sequenz zwangslaufig bereits bekannt sein muB und die demnach 30 

keine Neuin formation enthalten. 

Dafur haben wir zwei Verfahren entwickelt. Zum einen kann die Spaltung an einer Thioatbriicke vorgenommen wer- 
den, indem eine Alkylierung mit einem Hydroxyalkyliodid durchgefuhrt wird. AnschlieBend kann das Riickgrat an die- 
ser Position selektiv alkalisch gespalten werden (mehrere Hydroxy alky liodide wurden fur diesen Zweck getestet). 

Eine weitere Moglichkeit ist der enzymatische Verdau des nicht modifizierten Primers vom 5'-Ende her. Mit 5'-Phos- 35 
phodiesterase wird ein Teii des Primers bis hin zu einer Phosphorothioatfunktion nahe dem 3-Ende des Primers verdaut. 
Der Abbruch der Exonuklease durch die Phosphorothioat ergibt eine einheitliche Funktionalisierung des neuen 5'-Endes. 
Entsprechend funktioniert der Exonukleaseverdau auch wenn sich eine "charge tag" Funktion auf der 3-Seite der Stop- 
funktion befindet. 

Im AnschluB an den Verdau der nicht mil Thioaten verbriickten Abschnitte der Produkt-DNA wird die Pufferlosung 40 
lyophilisiert. und anschlieBend werden die Thioatbrucken alkyliert. Das Lyophisat wird dafiir in 10 pi bidestilliertem 
Wasser aufgenommen und mit 37.5 pi Acetonitril, 10 pi 2 M Triemylammoniumhydrogencarbonat-Puffer und 15 pi Iod- 
methan vermischt. Das 2-Phasen-Gemisch wird je nach Lange der zu analysierenden DNA 30 40 min. bei 41°C inku- 
biert, das Losungsmittel abdestilliert und der Riickstand in 150-600 ul 40%igem Acetonitril aufgenommen. Anschlie- 
Bend werden von dieser Losung 0.2 ul auf das zuvor mit alpha-Cyanozimtsauremethylester (beziehungsweise cc-Cyano- 45 
zimtsaure fur Analyte ohne Charge-Tag) als Matrix beschichtete MALDI-Target aufgetragen und die Probe analysiert. 

Das Alkylierungsverfahren eignet sich gleichermaBen fur alle beschriebenen Varianten mit bereits im Analyten vor- 
fonnierten positiven oder negadven fixen Ladungstragem sowie fur Varianten, in denen das Anbinden eines Charge-Tags 
nicht beabsichtigt ist. 

Soli nach dem Verdau der nicht mit Thioaten verbriickten Teile des Analyten jedoch zugleich ein Charge-Tag nach- 50 
traglich eingebaut und die Neutralisation des DNA-Polyanions erzielt werden, so bieten sich folgende weitere Varianten 
an: 

30 ul Edukt in TE Puffer werden mit 150 pi Acetonitril, 60 pi 2 M Triethylammoniumhydrogencarbonatpuffer (pH 
8,5), 60 pi einer l%igen Losung von 6-Trimethylammoniumhexansaure N-hydroxysuccinimidylester in Wasser und 
60 pi Iodmethan in einem 1.5 ml EppendorfgefaB vermischt und das 2-Phasen-Gemisch ohne Schutteln 45 min bei 37°C 55 
erwarmt. Das Gemisch wird lyophilisiert und in 40%igem Acetonitril fur die MALDI-Analyse aufgenommen. Der An- 
satz ist optimiert auf simultanes Charge-Tagging und Alkylieren von groBeren Substanzmengen. Eine primare Amino- 
funktion im Edukt ist Voraussetzung. Sie wird in der Regel durch einen modifizierten Primer eingebracht. 

Alternativ kann eine Stammlosung des Charge-Tag-Reagenzes durch Losen von 2 mg (4-Iodbutyl)-triethylammoniu- 
miodid in 2 M Triethylammoniumhydrogencarbonat-Puffer (10 pi) hergestelll werden. Je nach Lange des zu alkylieren- 60 
den Oligos werden verschiedene Mengen dieser Stammlosung fiir folgendes Alkylierungsprotokoll eingesetzt: 2 pi der 
Eduktlosung in Wasser (ca. 500 pmoll/pl), 15 pi DMF, 1 pi Iodethan, und 9/n pi der Charge-Tag-Stammlosung zuziaglich 
2-9/n pi 2 M Triethylammonium-hydrogencarbonat-Puffer (n = Anzahl der Basen der zu alkyiierenden Thioat-DNA) 
* werden bei 55°C 30 min inkubiert. Das Losungsmittel wird im Vakuum abdestilliert. Die Analyse im MALDI-Massen- 

spektrometer ergibt, daB sich unter diesen Bedingungen etwa 30% des gewiinschten, mit einer einfach positiven fixen La- 65 
dung verschenen Produktes bilden. Diese konnen durch Verwendung einer nicht aciden Matrix wie alpha-Cyanozimtsau- 
remethylester auch selektiv detektiert werden. 

Ein Rezept fur die Synthese (4-Iodbutyl)-triethylammoniumiodid als Riickgrat Charge-Tag-Reagens sei hier angege- 
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ben: Eine Losung von 1 ml (5mrnol) 1,4-Diiodbutan in 5 ml Nitromethan wird bei Raumtemperatur tropfenweise mit 
0.( (4.5 mmol) Triethylamin versetzt. Die Losung wird 1 h unter RiickfluB erhitzt, abgekuhlt und im Vakuum einge- 
en; vsr ohge Riickstand wird dreimal mit je 2 ml n-Heptan gewaschen. Bei Abdampfen des Losungsmittels im Va- 
kui ird ein gelber Feststoff erhalten, der erst mit n-Heptan und dann mit Diethylether gewaschen und im Hochva- 
s kui etrocknet wird . 

R . opt zur Herstellung eines Primers mit einer Ladung an einer Thyminbase: Der kommerziell synthetisierte Primer 
mit einer freien primaren Aminofunktion an einer Thyminbase wird in TE-Puffer gelost und eine Konzentration von ca. 
500 pmol/ul eingestellt. 30 pi dieser Losung werden mit 1.5 ul einer 2M Triemylarninoniumhydrogencarbonatlosung 
(pH = 7.5) und bei 0°C mit 24 ul einer frisch zubereiteten l%igen Losung von 6-Trimethylammoniumhexansaure N-hy- 

10 droxy-succinimidy tester in bidestiiliertem Wasser versetzt. Nach 30 min. bei 0°C wird die Losung im Vakuum zur 
Trocknung eingeengt. Der Riickstand wird in 15 ul 300 mM Ammoniumacetatlosung aufgenommen und die DNA durch 
Zugabe von 60 pi Ethanol ausgefallt. Die Fallung wird durch Stehenlassen bei -20°C fur 2 h vervollstandigt und der Nie- 
derschlag anschlieRend abzentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen, das Pellet zweimal mit je 50 pi 80%igem Et- 
hanol nachgewaschen und im Vakuum getrocknet. 

is Rezept zur Synthese eines mit einem Charge-Tag versehenen Terminators: 3'-Amino-3'-desoxythyrnidin (50 mg, 
207 pmol) werden in 1 ml bidestiiliertem Wasser gelost und mit 50 pi 2 M Triethylammoniumhydrogencarbonat-Puffer 
versetzt. Dann werden 60 mg (210 pmol) 6-Trimethylarnmonium-hexansaure-(N-hydroxy)-succinimidy tester bei 0°C in 
fester Form unter schnellem Riihren zugegeben. AnschlieRend wird noch weitere 60 mm bei 0°C gerdhrt und das Lo- 
sungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wird mitDichlormethan gewaschen und in Wasser aufgenommen. Beim 

20 Lyophilisieren wird ein weiBer Schaum erhalten. Das rohe Charge- Tag-Nucleosid wird nach einem literaturbekannten 
Verfahren (Ludwig, J. and Eckstein, F. "Rapid and efficient synthesis of nucleoside 5'0-(l-thiotriphosphates), 5'triphos- 
phates and 2',3'cyclophosphorothioates using 2-chloro-4H-l,3»2-benzodioxaphosphorine-4-one". J. Org. Chem. 54, 
631-635, 1989) in das entsprechende 5'-a-S-Triphosphat iiberfuhrt und erst auf dieser Stufe durch Ionenaustauschchro- 
matographie an DEAE Sephadex A-25 gereinigt. 

25 Ein praktisches Beispiel der Mutationsanalyse am M13-System ist in den Spektren der Fig. 1 bis 3 gezeigt. Das 
Schema der Probenvorbereilung sieht wie folgt aus (Abkiirzungen; s = Phosphorolhioat, a = alkylierte Phosphoromioat- 
briickc, = T, an der Nuklcobasc kovalcnt vcrkniipftc positive Fixladung): 
TemplatWildtyp: 

5 -CAG CCA TGC AAG CTT GGC ACT GGC CGT CGT TTT ACA ACG T-3' 
30 Templat Mutante : 

5'-CAG GCA TGC AAG TTT GGC ACT GGC CGT CGT TTT ACA ACG T-3' 
Primer: 5'-TA AAA CGA CGG CCA GsT*sG-3\ 

In der Kopierreaktion werden als Nukleotide eingesetzt: dATP-aS» dCTP-aS, dTTP-ccS. 
Produkt bei Vorliegen des Wildtyps nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
3S 5'-Gar t taGaCaCaAaA-3', m/z [M + ] m 2594. 

Produkt bei Vorliegen der Mutante nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
5 -GaT l taGaCaCaAaAaAaCaTaT-3*, m/z [M + ] = 3924. 

Die Spektren in den Fig, 1-3 zeigen den homozygot vorliegenden Wildtyp, eine homozygot vorliegende Mutante und 
eine homozygot vorliegende Van ante der Mutante. 

40 

Weitere Anwendungsbeispiele 

(1) Verwendung eines Thioat-Terminators mit positivem Charge-Tag 

45 Basensequenz des Wildtvps: 

5'-TCC TGC ATG GGC GGC ATG AAC CGG AGG CCC ATC-3. 
Basensequenz der Mutante: 

5 ( -TCC TGC ATG GGC GGC ATG AAC CGG AGT CCC ATC-3'. 

In der Kopierreaktion werden als Nukleotide eingesetzt: dGTP-ccS, dATP-aS, dCTP-aS, ddT'TP-aS. 
50 Primer: 5-C TGC ATG GGC GGC ATG AAC CG-3\ Ruckgrat nonnale Phosphate. 
Produkt bei Vorliegen des Wildtyps nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
S-GaAaGaGaCaCaCaAaT", m/z = 3116. 

Produkt bei Vorliegen der Mutante nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
5'-GaAaGaT ct ,m/z= 1457 

55 

(2) Verwendung eines unmodifizierten Didesoxyterminators (negatives Charge-Tag) 
Basensequenz des Wildtyps: 

5'-AGC TAC TGA TGC TGT GCA GAT ACT T-3'. 
60 Basensequenz der Mutante: 

5'-AGC TAC TGA TGC TGT GCA GAC ACT T-3'. 

In der Kopierreaktion werden als Nukleotide eingesetzt: dGTP-ocS, dATP-aS, dCTP-aS, ddTTP. 
Primer: 5-AGC TAC TGA TGC TGT GC-3', Ruckgrat normale Phosphate. 
Produkt bei Vorliegen des Wildtyps nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
65 5'-AaGaApT-3\ m/z [M~] = 1240. 

Produkt bei Vorliegen der Mutante nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
5'-AaGaAaCaAaCpT-3', m/z [M**] = 2221 
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(3) Verwendung eines Primers mit positivem Charge-Tag und Phosphorothioat-modifiziertem Didesoxy terminator 

Basensequenz des Wildtyps: 

5 '-G A A AATGTrTTA ATTGGTGAC GGAGC-3'. 

Basensequenz der Mutante: 5 
5-GAA AAT GTr TTA ATT GGT GAC AGA GC-3'. 

In der Kopierreaktion werden ais Nukleotide eingesetzt: ddGTP-aS, dATP-aS, dCTP-aS, dTTP-aS. 
Primer: 5'-GAA AAT GTT TTA ATT GGT* sG-3\ 

Produkt bei Vorliegen des Wildtyps nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 

y-T'oGaAaCaG-y, m/z PVT] = 1916. io 
Produkt bei Vorliegen der Mutante nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
S'-T'aGaAaCaAaG-S'm/z [M + ] = 2259 

(4) Verwendung eines Primers mit positivem Charge-Tag ohne Terminator (Weglassen eines Nucleotids) 

15 

Basensequenz des Wildtyps: 

5*-GAA AAT GTr TTA ATT GGT GAC GGA GC-3'. 
Basensequenz der Mutante: 

5'-GAA AAT GTT TTA ATT GGT GAC AGA GC-3'. 

In der Kopierreaktion werden als Nukleotide eingesetzt: dATP-aS, dCTP-aS, dTTP-aS. 20 
Primer: 5'-GAA AAT GTT TTA ATT GGT* sG-3\ 

Produkt bei Vorliegen des Wildtyps nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
5'-T*rt5aAaC-3 , f m/z [M + ] = 1573. 

Produkt. bei Vorliegen der Mutante nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 

S'-T^aGaAaCaA^V, m/z [M + ] = 1916 25 

(5) Verwendung cincs Primers mit negativem Charge-Tag und Phosphorothioat-modifiziertem Didcsoxytcrminator 
Basensequenz des Wildtyps: 

5 -GGA ACA GCT TTG AGG TGC GTG TTT GTG-3'. Basensequenz der Mutante: 30 
5-GGA ACA GCT TTG AGG TGC ATG TTT GTG-3'. 

In der Kopierreaktion werden als Nukleotide eingesetzt: ddGTP-aS T dATP-aS, dCTP-aS, dTTP-aS. 
Primer: 5'-GGA ACA GCT TTG AGG sTG-3'. 

Produkt bei Vorliegen des Wildtyps nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 

5*GaTpGaCaG-3\ m/z [M~] = 1591. 35 
Produkt bei Vorliegen der Mutante nach Nuc lease verdau und Alkylierung: 
5 '-GaTpGaCaAaTaG-3 ' , m/z [MSA] = 2268 

(6) Verwendung eines Primers mit negativem Charge- Tag ohne Terminator (Weglassen eines Nukieotids) 

40 

Basensequenz des WHdtvps: 

5 -GGA ACA GCT TTG AGG TGC GTG TTT GTG-3'. 
Basensequenz der Mutante: 

5'-GGA ACA GCT TTG AGG TGC ATG TTT GTG-3*. 

In der Kopierreaktion werden als Nukleotide eingesetzt: dATP-aS, dCTP-aS, dTTP-aS. 45 
Primer: 5'-GGA ACA GCT TrG AGG sTG-3'. 

Produkt bei Vorliegen des Wildtyps nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
5'-GaTpGaC-3\ m/z [M~] = 1248" 

Produkt bei Vorliegen der Mutante nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 

5'-GaTpGaCaAaT-3\ m/z [M~] = 1 925 50 

(7) Variante ohne Charge- Tagging unter Verwendung eines Phosphorothioat-Terminators 
Basensequenz des Wildtvps: 

5'-GCT GAC ATr GAA ATA TGG CGC CAA GCA TGT-3'. 55 
Basensequenz der Mutante: 

5-GCT GAC ATT GAA ATA TGG CGT CAA GCA TGT-3'. 

In der Kopierreaktion werden als Nukleotide eingesetzt: ddTTP-oeS, dATP-aS, dCTP-aS, dGTP-aS. 
Primer: 5-GCT GAC ATT GAA ATA TG-3\ am Ruckgrat normale Phosphate. 

Produkt bei Vorliegen des Wildtyps nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 60 

5'-GaCaGaCaCaAaAaGaCaAaT-3\ m/z fM + l = 3609. 

Produkt bei Vorliegen der Mutante nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 

5'-GaCaGaT-3\ m/z [M + ] = 1264 

(8) Beispiel einer Variante ohne Charge-Tagging und ohne Terminator (Weglassen eines Nukieotids) 65 
Basensequenz des Wildtyps: 

5'-ATT GAA ATA TGG (XX; CAA GCA TGT GAT-3'. 
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Basensequenz der Mutante: 

5 '-ATT GAA ATA TGG CGT CAA GCA in GAT-3'. 

In der Kopierreaktion werden als Nukleotide eingesetzt: dATP-OCS, dCTP-aS, dTTP-aS. 
Primer: 5'-ATr GAA ATA TGG CGT CAA G-3\ 
5 Produkt bei Vorliegen des Wildtyps nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
5'-CaAaT-3\ m/z [M + ] = 905. 

Produkt bei Vorliegen der Mutante nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
5-CaAaTaTaT-3\ m/z [M + ] = 1573 

to Patentanspruche 

. ; 1 . Verfahren zur massenspektrometrischen Analyse bekannter Mutationen durch Basenaustausch ("Punktmutatio- 

i nen"), Basendreher, Baseneinschub ("Insertion") oder Basenveriust ("Deletion") in genomischer DMA, durch fol- 

i gende Schritte gekennzeichnet: 

15 1) PCR-Vervielfaltigung einer DNA-Sequenz, die durch ihre selektierenden Primer die Mutation umfaBt, 

2) Zugabe eines besonderen Satzes von modifizierten Nukleosidtriphosphaten fiir eine kopierende, be- 
schrankte Primerverlangerung der bereits vorhandenen oder neu zugegebener Primer, wobei 

(a) der besondere Satz von Nukleosidtriphosphaten so zusanimengesetzt 1st, daB die Kettenverlangerung 
durch die Kopierreaktion beim nachsten Auftreten einer durch die Zusammensetzung des Satzes be- 
20 stinimten Base im zu kopierenden DNA-Gegen Strang endet, 

* (b) der besondere Satz von Nukleosidtriphosphaten so zusarnmengesetzt ist, daB die Primerverlangerung 

bis zur Stelle der Mutation oder dariiber hinaus lauft, so daB die Produktkette im Wildtyp ein anderes Mo- 
lekulargewicht hat als im Mutanten, und 

(c) die Modifizierung der Nukleosidtri phosphate entweder allein oder in Verbindung mit einer nachtrag- 
25 lichen chemischen Behandlung (in Schritt 4) zu einer Stabilisierung der DNA-Kette im Ionisierungspro- 

zeB, zu einer Adduktminderung der Ionen, zu einer Erhohung der Ionisierungsausbeute und/oder zu einer 
Vcrandcrung der Masse der DNA-Kcttc fuhrt, 

3) die durch Schritt 2 vorbereitete, beschrankte Primerverlangerung mit Hilfe eines Enzyms, die den DNA- 
£ Gegenstrang komplementar kopiert, 

30 4) ein Abbau von zumindest einem Teilstiick der Primer und gegebenenfalls eine weitere chemische Modifi- 

zierung der Produktketten, und 

5) massenspektrometrische Bestimmung der Masse der modifizierten Ketten und Zuordnung der detektierten 

Massen zu Wildtyp oder Mutante. 
2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB im besonderen Satz der Nukleotidtriphosphate aus 
35 Schritt 2 die zu einer oder zwei Basen gehorenden Nukleidtriphosphate fehlen, so daB hierdurch die Beendigung der 

Kettenverlangerung eintritt 

: 3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB im besonderen Satz der Nukleotidtriphosphate aus 

Schritt 2 die zu einer oder zwei Basen gehorenden Nukleidtriphosphate so modifiziert sind, daB sie die Kettenver- 
langerung terminieren, so daB hierdurch die Beendigung der Kettenverlangerung eintritt. 
40 4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens ein modifiziertes Didesoxynukleosidtri- 

phosphat als terminierendes Nukleosidtriphosphat eingesetzt wird. 

5. VergroBerung der Massen verschiebung. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB der besondere Satz von mo- 
difizierten Nukleosidtriphosphaten so zusarnmengesetzt ist, daft die nachfolgende Kettenverlangerung der Primer 

45 im Wildtyp bei einer anderen Zahl von Basen aufhort als beim Mutanten. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB der besondere Satz von modifizierten 
Nukieotidtriphosphaten so zusanimengesetzt ist, daB die nachfolgende Kettenverlangerung iiber die Stelle der Mu- 
tation hinauslauft, die Mutation aber wegen eines Basenaustauschs, einer Basenveranderung, eines Baseneinschubs 
oder eines Basen verlustes am veranderten Molekulargewicht gegentiber dem Wildtyp kenntlich ist. 

50 8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB wahrend der PCR-Amplifi- 

kation der DNA-Sequenz in Schritt 1 die Nukleotidtriphosphate aufgebrauchl werden. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB nach der PCR-Amplifikation der 
DNA-Sequenz in Schritt 1 die Restnukleotidtriphosphate der Amplifikation entfernt werden. 

10. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB das PCR-Produkt mit einem DNA-Aufreinigungs- 
55 verfahren (z. B. Ethanolfallung, Phenolextraktion, Spin-Column-Aufreinigung) von den Restnukleotidtriphospha- 

ten der PGR befreit wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Restnukleotidtriphosphate der PGR mittels einer 
Phosphatase zerstort werden. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die im Schritt 2 eingesetz- 
60 ten Nukleotidtriphosphate so modifiziert. sind, daB durch die Kettenverlangerung des Primers und einer etwaigen 

zusatziichen chemischen Neutralisierung dem Produkt keine weitere Ladung zugefuhrt wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB die im Schritt 2 eingesetzten Nu- 
kleotidtriphosphate so modifiziert sind, daB durch die Kettenverlangerung des Primers und einer etwaigen zusatzii- 
chen chemischen Neutralisierung dem Produkt nur eine einzige Ladung zugefuhrt wird. 

65 14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB vor, wahrend oder nach 

Schritt 2 neue Primer zugegeben werden, die nahe bei den zu untersuchenden Positionen der Mutationen hybridi- 
sieren. 

15. Verfahren nach Anspruch 13. dadurch gekennzeichnet, daB die neu zugesetzten Primer eine Modification tra- 
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gen, die zum Anbringen einer fixen Ladung ("charge tag") dient oder bereits einen fixen Ladungstrager beinhaltet. 

16. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die neu eingesetzten Primer eine positive oder ne- 
gative Fixladung tragen, 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 13, 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, daB die neu eingesetzten Primer 
eine Modification tragen, welche die Entfernung eines Teils dieses Primers im nachfolgenden Schritt 4 ermoglicht. 5 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt 4 die Produktketten um 
einen Teil des enthaltenen Primers verktirzt werden. 

19. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB die neu eingesetzten Primer durch die Aktivierung 
einer eingebauten chermschen Funktion teilweise entfernt werden. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 3 bis 1 8, dadurch gekennzeichnet, daB die neu eingesetzten Primer ganz- to 
lich dem Produkt keine Ladung zufuhren. 

21 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die durch die Kettenver- 
langerung hervorgegangenen modifizierten Phosphafbriicken im Produkt durch einen 5 -Phosphodi esterase verdau 
nicht gebrochen werden konnen und die Primer durch 5'-Phosphodiesteraseverdau entfernt werden. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt 4 die uberschussigen La- 15 
dungen der Produkte chemisch ladungsneutralisiert werden. 

23. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB fur die Ionisierung zur 
massenspektrometrischen Massenbestimmung in den Schritten 3 und 4 die matrix-unterstutzte Laserdesorption 
(MALDI) angewendet wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB fur die MALDI-Ionisierung eine Matrix verwendet 20 
wird, die praktisch ausschlieBlich nur in den Schritten 3 und 4 hergestellten Produkte ionisiert (z. B. a-(^yano-4-Hy- 
droxy-Zimtsauremethylester). 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB fur die Ionisierung zur massen- 
spektrometrischen Massenbestimmung in Schritt 5 die Elektrospruh-Ionisierung angewendet wird. 

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB durch Anwendung mehre- 25 
rer Primer gleichzeiiig mehrere Produkte durch die Schritte durchgefuhrl werden, die zu DNA-Ketten verschiedener 
Langcn fuhrcn. 

27. Vorgefertigter Satz an Chemikalien (Kit) fur die Durchfuhrung der Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Bestandteile fiir die Schritte 1 bis 4 so zusammengestellt werden, daB bestimmte 
Mutationen, die zu einem bestimmten Krankheitsbiid fuhren ktfnnen, gleichzeitig abgefragt werden konnen. 30 

28. Vorgefertigter Satz an Chemikalien (Kit) fur die Durchfuhrung der Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Bestandteile mindestens zwei spezifische Primer fur die erste PCR und die modi- 
fizierten Nukleosidtriphosphate fiir Schritt 2 umfassen. 

29. Verfahren zur massenspektrometrischen Identifizierung bekannter Mutationen durch Basenaustausch ("Punkt- 
mutation"), chemische Basenveranderung, Basendreher, Baseneinschub ( "Insertion") oder Basenverlust ("Dele- 35 
tion") in genomischer DNA, umfassend die Schritte (1) PCR-Amplifikation einer DNA-Sequenz, die die Mutation 
umfaBt, mit selektierenden Primern, (2) Zugabe eines besonderen Satzes von NukleoUdtriphosphaten fur eine ko- 
pierende, beschrankte Kettenverlangerung der bereits vorhandenen oder neu zugegebener Primer, wobei (a) der be- 
sondere Satz von Nukleidtriphosphaten so zusammengesetzt ist, daB die Kettenverlangerung durch die Kopierreak- 
tion beim nachsten Auftreten einer durch die Zusammensetzung des Satzes bestimmten Base im zu kopierenden 40 
DNA-Gegenstrang endet, (b) der besondere Satz von Nukleidtriphosphaten so zusammengesetzt ist, daB die Ketten- 
verlangerung der Primer bis zur Stelle der Mutation oder dariiber hinaus lauft, so daB die Produktkette im Wildtyp 

ein anderes Molekutargewicht hat als im Mutanten, (3) die durch Schritt 2 vorbereitete, beschrankte Kettenverlan- 
gerung der Primer mit Hilfe einer Polymerase, die den DNA-Gegenstrang komplementar kopiert, (4) gegebenen- 
falls eine weitere chemische Modifizierung der Kettenprodukte, und (5) massenspektrometrische Bestimmung der 45 
Masse der modifizierten Ketten und Zuordnung der detektierten Massen zu Wildtyp oder Mutante, dadurch charak- 
terisiert, daB die in Schritt 2 zugebenen Nukleotidtriphosphate so modifiziert sind, daB ihr Einbau in dieDNA-Kette 
entweder allein oder in Verbindung mit einer nachtraglichen, in Schritt 4 vorgenommenen chemischen Behandlung 
zu einer Stabilisierung der DNA-Kette im IonisierungsprozeB, zu einer Minderung der Adduktbildung, zu einer Er- 
hohung der Ionisierungsausbeute und/oder zu einer Veranderung der Masse der DNA-Kette fiihrt. 50 
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